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ADENOVIRUS COMPRENANT UN GENE CODANT POUR UNE 

SUPEROXYDE DISMUTASE 
La presente invention conceme des adenovirus recombinants comprenant une 
sequence d'ADN codant pour une superoxyde dismutase et ses utilisations en therapie 
5 genique. 

L'oxygene occupe une place essentielle dans de nombreux processus 
physiologiques ou pathologiques. La reduction de l'oxygene moleculaire provoque la 
formation d'especes chirniques hautement reactives comme le radical superoxyde, le 
peroxyde dTiydrogene et le radical hydroxyle. Ce dernier, forme a partir du superoxyde 

10 et du peroxyde dTiydrogene selon la reaction de Haber-Weiss, est le radical Hbre le 
plus reactif. De part la presence dhm electron libre dans leur couche externe, ces 
radicaux sont hautement reactifs. Cette reactivite peut etre prejudiciable a 1'egard de 
molecules biologiques importantes telles que l'ADN, des proteines cellulaires 
essentielles et les lipides membranaires. En outre, ces radicaux libres peuvent initier 

15 des reactions en chairie telle qu'une peroxydation lipidique qui peut alterer 1'integrite 
des cellules et causer leur destruction. 

Une serie de mecanismes de defense antioxydants existe naturellement pour 
regular cette production de radicaux Kbres et prevenir des dommages de tissus et/ou 
cellules. 

20 C'est ainsi que la formation de ces entites hautement reactives est normalement 

regulee ou inhibee par une dismutation de lion superoxyde, par l'enzyme superoxyde 
dismutase, en peroxyde dTiydrogene, ce dernier etant ensuite converti en eau et 
oxygene par soit la glutathion peroxidase soil la catalase. 

Malheureusement, sous certaines conditions, ces mecanismes de regulation ne 

25 sont pas totalement efficaces. fl s'en suit un exces en radicaux libres qui entraine des 
pathologies de type inflammations, ernphysemes, neoplasmes ou retinopatbies. fl est 
ainsi aujourd'hui reconnu que ces radicaux libres interviennent au niveau de 
l'atherosclerose, les maladies cai^ovasculaires, la cirrhose du foie, le diabete, la 
formation de cataracte, dans un certain nombre de maladies neurologiques incluant la 

30 maladie de Parkinson et l'iscrierme cerebrale, au niveau de la trisomie 21, ainsi que 
dans le processus de viefflissement Enfin, ranion superoxyde semble egalement etre 
implique dans la pathogenese de lTiypertension pulmonaire induite par TNF (Tumor 
Necrosis Factor). 

La presente invention a preosernent pour objet de proposer un moyen pour 
35 suppleer a ce type de deficience des ntfranismes de regulation naturels et ceci en 
intervenam plus particuUerement au niveau de Tactivite de la superoxyde dismutase. 


FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 


WO 96/00790 


PCT7FR95/00854 


Comme explicate precedemment, la fonction principale de cette enzyme, chez 
les mammiferes, est de detruire les radicaux superoxydes qui sont geheres lors des 
diverses reactions biologiques d'oxydoreduction. Cette enzyme est par consequent 
particulierement importante puisqu'elle procure une defense contre les toxicites a 
5 l'oxygene et tout dommage pouvant etre cause aux cellules par des hydrocarbures 
carcmogenes. 

La superoxyde dismutase est en fait une variete de differentes enzymes 
presentes chez la plupart des etres vivants. H existe trois formes de SOD, avec des 
distributions distinctes et caracterisees chacune par la nature de leur composant metal: 

10 la CuZnSOD intracellulaire specifique des eucaryotes, la MnSOD dependante du 
manganese et produite au niveau des mithochondries chez les eucaryotes et 
procaryotes (Creagan R. et aL Humangenetic 20 203-209 1973) et la FeSOD, 
dependante du fer, cytosolique et presente essentiellement chez les procaryotes 
(Hendrickson D et al. Genomics 8, 736-738 1990). n existe egalement une SOD a 

15 cuivre et zinc extracellulaire. 

La CuZn supeioxyde dismutase intracellulaire, dite SOD1, constitue 
approximativement 85 a 90% de la totalite de 1'activite SOD cellulaire. n s'agit d'une 
proteine dimere, composee apparemment de deux sous-unites identiques, liees de 
maniere non covalente, chacune d'entte-eUes ayant un poids moleculaire de l'ordre de 

20 16.000 a 19.000 (Lieman-Hurwitz J. et al; Biochem Int 3:107-115. 1981). Le locus 
pour la superoxyde dismutase cytoplasmique humaine se trouve sur le chromosome 
21. (Tan Y.H. et al. J. Exp. Med. 137: 317-330, 1973). 

Normalement, la CuZn superoxyde dismutase endogene est presente dans les 
tissus dans des quantites limitees et lorsque des quantites importantes en anions 

25 superoxyde sont produites, sa ccmcentration s'avere nettement insuffisante. 

Par ailleurs, fl a recemment ete demontre que des mutations ponctuelles au 
niveau du gene CuZnSOD humain etaient associees au developpement d'une 
pathologie, la sclerose laterale amyotrophique (ALS). Cette maladie grave se traduit 
par une degenerescence lethale des neurones moteurs dans le cerveau et la moelle 

30 epiniere. Ces mutations affectent 1'activite de 1'enzyme correspondante CuZnSOD 
(Deng H. X. et aL Science, 261, 1047 1993). 

II y a done aujourd.'hui un besoin en CuZnSOD exogene pour des 

arimmisfratirrng cliniqtl*^ A* stippl^r a| rig teHeS gafgnces oil annmalif^ 

Inversement, sous certain rs conditions, une cxmcentration trop elevee en SOD 
35 pent etre tcorique a regard des cellules la produisant. La SOD est une enzyme de 
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protection assurant normalement un niveau minimal en radicaux superoxyde au sein de 
la cellule. Pour ce faire, elle catalyse rinteraction de radicaux libres en vu (fen oxyder 
un et de reduire l'autre, soit une reaction de di«nntwtfr™ t qui conduit a la formation 
d'eau oxygenee. En soit, le radical superoxyde n'est pas particulierement toxique. Le 
5 danger vient de sa capacite a interagir avec 1'eau oxygenee pour generer de l'oxygene 
singulet et des radicaux hydroxyie, deux formes hautement reactives et extremement 
tccdques de l'oxygene. Une quantite accrue en superoxyde dismutase peut done 
conduire a une production accrue en eau oxygenee avec les consequences explicitees 
precedemment Ce ph enom e ne se traduit notamment physiologiquement par une 

10 augmentation de la lipoperoxydation avec diminution de la teneur en acide gras 
insatures des membranes celhuaires et pour consequence principale une perturbation 
des f onctions membranaires. 

Dans ce dernier cas, il serait done avantageux de pouvoir reguler 1'activite de 
la superoxyde dismutase soit par exemple a I'aide d'antisens ou de mutants dominants 

15 negatifs. 

Le potentiel clinique de 1'enzyme superoxyde dismutase est par consequent 
considerable et il serait particulierement important de pouvoir controler efficacement 
son activite soit en la stimulant, la reprimant oueny suppleant 

Plus preasernent, la presente invention reside dans la raise au point de 
20 vecteurs particulierement efficaces pour delivrer in vivo et de maniere localisee, des 
quantites therapeutique m ent actives du gene specifique codant pour une superoxyde 
dismutase ou Yvn de ses derives. 

Dans la demande copendante n° PCT/EP93/02519, fl a ete mordre que les 
adenovirus pouvaient etre utilises comme vecteur pour le transfert d'un gene etranger 
25 in vivo dans le systeme nerveux et rexpression de la proteine correspondante. 

La presente invention conceme plus particulierement des constructions 
nouveUes, particulierement adaptees et efficaces pour controler rexpression de la 
superoxyde dismutase. 

Plus precisement, elle se rapporte a un adenovirus recombinant comprenant 
30 une sequence d'ADN propre a controler rexpression de la superoxyde dismutase, sa 
preparation et son utilisatio n pour des traitements therapeutiques et/ou la prevention 
de diverses pathologies. 

La de m a nd f re sse a ainsi mis en evidence qu'il est possible de construire des 
adenovirus recombinants contenant une sequence codant pour une superoxyde 
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dismiita.se, d'administrer ces adenovirus recombinants in vivo, et que cette 
administration permet une expression stable et localisee de quantities 
merapeutiquement actives de la superoxide dismutase in viva 

Un premier objet de l'invention reside done dans un adenovirus recombinant 
5 defectif comprenant au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou une partie 
active d'une superoxyde dismutase ou lHin de ses derives. 

La superoxyde dismutase produite dans le cadre de la presente invention peut 
etre une superoxyde dismutase humming ou animale. Selon un mode de realisation 
privilegie de rinvermon, il s'agit de Tune des trois formes de la superoxyde dismutase 
10 humaine precedemment decrites, CuZnSOD (SODi), MnSOD (SOD2) et SOD 
extracellulaire (SOD3). Plus preferentiellement, la sequence d'ADN integree dans 
radenovirus selon l'invention code pour tout ou une partie active de la CuZn 
superoxyde dismutase humaine intracellulaire. hSODl, ou run de ses derives. 

15 La sequence d'ADN codant pour la superoxyde dismutase, utilisee dans le 

cadre de la presente invention peut etre un ADNc, un ADN genomique (ADNg), ou 
une construction hybride consistent par exemple en un ADNc dans lequel seraient 
inseres un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de sequences synlhetiques ou 
semisynthetiques. 

20 De maniere particulierement avantageuse, on utilise un ADNc ou un ADNg. 

Selon un mode prefere de rinvention. il s'agit une sequence d'ADN 
genomique (ADNg) codant pour une superoxyde dismutase. Son utilisation peut 
permettre une meiUeure expression dans les oellnlaa humames. 

Bien wnf^wHii, pr feilahlpmpnt a son incorporation un vecteur adenovirus 
25 selon l'invention, la sequence d'ADN peut etre avantageusement modifieR, par exemple 
par mutagenese dirigee, en particulier pour l'insertion de sites de restriction appropri es. 
Les sequences decrites dans Fart anterieur ne sont en effet pas construites pour une 
Titiiigatifin sekm l'invention, et des adaptations prealables peuvent s'averer necessaires, 

30 Au sens de la presente invention, on emend par derive de la s u p e ro xyd e 

ftismntasft, toute sequence obtenue par modification et codant pour un produit 
conservant lHme au mains des proprietes hiologiques de la superoxyde dismutase. Par 
modification, on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, addition ou 
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modification de nature genetique et/ou chimique. Ces modifications peuvent etre 
realisees par les techniques connues de lTtomme du metier (voir techniques generales 
de biologie moleculaire ci-apres). Les derives au sens de l'invention peuvent egalement 
etre obtenus par hybridation a partir de banques d'acides micleiques, en utitisant 
5 comme sonde la sequence native ou un fragment de celle-ci. 

Ces derives sont notamment des molecules ayant une plus grande affinile 
pour leurs sites de fixation, des sequences permettant une expression amelioree in 
vivo, des molecules presentant une plus grande resistance aux proteases, des molecules 
ayant une efficacile therapeutique plus grande ou des effets secondaires moindres, ou 

10 eventuellement de nouvelles proprietes biologiques. 

Parmi les derives preferes, on peut citer plus particulierement les variants 
naturels, les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont ete subsumes, les 
derives obtenus par deletion de regions n'intervenant pas ou peu dans rinteraction avec 
les sites de liaison consideres ou exprimant une activite indesirable, et les derives 

15 comportant par rapport a la sequence native des residus supplementaires, tels que par 
exemple un signal de secretion eVou un peptide de jonction. 

Par derive de la superoxyde dismutase on entend egalement couvrir rfana le 
cadre de la presente invention, les mutants dits dominants n£gatifc de la superoxyde 
20 di smut ase. Plus precisement, dans ce cas, le gene clone est altere de maniere a ce qu'il 
code pour un produit mutant capable d'inhiber l'actrvite cellulaire de la superoxyde 
dismutase sauvage. Ce type de derive est parooilierement ititeressant lorsque Ton 
cherche par exemple a reprimer une surexpression naturelle de la superoxyde 
dismutase. 

25 La sequence d'ADN, codant pour tout ou partie de la superoxyde Higm^g* 

ou lHm de ses derives, peut egalement etre une sequence antisens, dont l'expression 
dans la celhile able permet de contrdler rexpression de la superoxyde dismutase. 
Preferentidlement, la sequence d* ADN beterologue comporte un gene codant pour un 
ARN antisens capable de contrdler la traduction de l'ARNm correspondant. La 

30 sequenc e antisens peut etre tout ou seulement une partie de la sequence d'ADN, 
codant pour la superoxyde dismutase, inseree dans l'orientation inverse dans le vecteur 
selon rinvention. 

Selon un mode de realisation particulier de ISnvention, la sequence d'ADN, 
codant pour la s u pero xy de dismutase ou run de ses derives, integre &^*\fmwmf un 
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signal de secretion pennettant de dinger la superoxyde dismutase syntfaetisee dans les 
voies de secretion des cellules infectees. De cette maniere, la superoxyde dismutase 
synthetisee est avantageusement liberee dans les compartments extracellulaires. 
Toutefois, fl pent egalement s'agir d'un signal de secretion heterologue ou meme 
5 artificieL Dans k cas particulier de la forme SOD3, le signal de secretion peut etre 
avantageusement le propre signal de SOD3. 

Avantageusement, la sequence codant pour la superoxyde dismutase est 
placee sous le controle de signaux pennettant son expression dans les cellules dbles. 
PreferenueUement, il s'agit de signaux d'expression heterologues, c'est-a-dire de 

10 signaux differents de ceux naturellement responsables de rexpression de la superoxyde 
dismutase. fl peut s'agir en particulier de sequences responsables de l'expression 
d'autres proteines, ou de sequences synthetiques. Notamment, il peut s'agir de 
sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, fl peut s'agir de 
sequences promotrices issues du genome de la cellule que Ton desire mfecter. De 

15 meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus, y compris 
1'adenovirus utilise. A cet egard, on peut citer par exemple les promoteurs El A, MLP, 
CMV, LTR-RSV , etc En outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees 
par addition de sequences d'actrvation, de regulation, ou pennettant une expression 
tissu-speafique. II peut en effet etre particulierement interessant d'utiliser des signaux 

20 d'expression actifs speafiquement ou majoritairement dans les celhues dbles, de 
maniere a ce que la sequence d'ADN ne soit exprimee et ne produise son effet que 
lorsque le virus a eff ectivement infecte une cellule tibia. 

Dans un premier mode de realisation particulier, l'invention conceme un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour la 

25 CuZn superoxyde dismutase humaine intracellulaire sous le controle du promoteur 
LTR-RSV. 

Dans un autre mode de realisation particulier, 1'invention conceme un 
ademivirus recombinant defectif conuxen a nt une spqin»nry d'ADNg mrinnt pour la 
CvZn superoxyde dismutase humaine intracellulaire sous le controle du promoteur 
30 LTR-RSV. 

Un mode particutferement prefere de mise en oeuvre de la presente invention 
reside dans un adenovirus recombinant defectif comprenant les sequences ITR, une 
sequence permettant l'encapsidatian, une sequence d'ADN codant pour la ^»?n 
superoxyde dismutase humaine intracellulaire ou un derive de ceile-ci sous le controle 
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d'un promoteur permettant tine expression majoritaire dans les tissus dbks et dans 

lequel le gene El et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionneL 

Les adenovirus defectifs selon 1'invention sont des adenovirus incapables de se 

repliquer de facon autonome dans la cellule able. Generalement, le genome des 
: adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu 

au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. 

Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non- 

fonctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et notamment par la sequence 

d'ADN codant pour la superoxyde dismutase. 

PreferentieUement, le virus defectif de 1'invention conserve les sequences de 
son genome qui sont necessaires a 1'encapsidation des particules virales. Encore plus 
PreferentieUement, comme indique ci-avant, le genome du virus recombinant defectif 
selon 1'invention comprend les sequences ITR, une sequence permettant 
1'encapsidation, le gene El non fonctionnel et au moins un des genes E2, E4. L1-L5 
non fonctionneL - . 

fl existe differems serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la 
presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
adenovirus rforigine animale (voir demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus 
d'erigine animale utilisables dans le cadre de k presente invention on peut cher les 
adenovirus (forigine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl. Beard et aL. Virology 
75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simierme (exemple : SAV). De 
preference. I'adenovirus (forigine animale est un adenovirus canin, plus 
preferentieflement un adenovirus CAV2 [soucfae manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de 1'invention des 
adenovirus (forigine humaine ou canine ou mixte. 

Les adenovirus recc 


lants defectifs seion 1'invention peuvent etre prepares 
par toute technique conmie de Fhomme du metier (Levrero et aL, Gene 101 (1991) 
195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particuUer. fls peuvent etre 
prepares par recoinbrnaison homologue entre un adenovirus et tin plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN codant pour la superoxyde dismutase. La 
reojnibiiiaison homologue se produit apres cc-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lignee ceDulaire appropriee. La lignee ceQulaire utiKsee doit de 
preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
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capables de complementer la partie du genome de l'adenovirus defectif, de preference 
sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre d'exemple de 
lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et aL, 
J. Gen. ViroL 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son genome, la 
5 partie gauche du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction 
de vecteurs derives des adenovirus ant egalement ete decrites dans les demandre n° 
FR 93 05954 et ER 93 08596 qui sont incorporees a la presente demande par 
reference. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
10 les techniques classiques de biologie molecuiaire. 

Les proprietes particulierement avantageuses des vecteurs de l'invention 
decoulent notamment de la construction utilisee (adenovirus defectif, delete de 
certaines regions virales), du promoteur utilise pour l'expression de la sequence codant 
pour la superoxyde dismutase (promoteur viral ou tissu-speciflque de pr e f erence), et 
15 des methodes cfaministration dudit vecteur, permettant l'expression efficace et dans les 
tissus appropries de la superoxyde dismutase. 

La presente invention concerne egalement toute utilisation d'un adenovirus tel 
que decrit ci-dessus pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement et/ou a la prevention des pathologies precedemment citees. Plus 

20 particulierement, elle concerne toute utilisation de ces adenovirus pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des 
maladies neurodege n erati v es comme par exemple la maladie de Parkinson, la maladie 
d'Alzheimer, la sclerose laterale arnyotrophique (ALS), et la trisomie 21. lis peuvent 
etre egalement avarrtegeusement utilises dans te traitement de l'atherosclerose, des 

25 maladies cardiovasculaires, de la cirmose du foie, du diabete, de la formation de 
cataracte ainsi que du processus de vieillissemeni. 

On peut en outre, parfaitement envisager de proceder a une administration 
conjointe dHm adenovirus selon l'mvention avec au mains un second adenovirus 
co mp ort an t un gene codant pour la catalase (P. Amstad et aL Bkxhemistry 1991, 30, 

30 9305-9313), autre enzyme importanie riani la regulation de la production en radicaux 
libres. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant au moms un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que 
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decrits precedemmem, associe, le cas echeant, a un adenovirus recombinant 
comportant un gene codant pour la catalase.. 

Ces compositions pharrnaceutiques peuvent etre fonmilees en vue d'admimstrations 
par voie topique, orale, parenterale, intranasale, intraveineuse, iniramusculaire, sous- 
5 cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, les compositions 
pharmaceutiques de Invention contiennent un vehicuie pharmaceutiquement 
acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection directe chez 
le patient n peut s'agir en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de 
compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 

10 sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 

A cet egard, l'invention conceme egalement une methode de traitement des 
mal ad ies neurodegeneratives comprenant l'adnnnistration a un patient d'un adenovirus 
recombinant tel que defini ci-avanl Plus particulierement, invention conceme une 
methode de traitement des maladies neurodegeneratives comprenant l'administration 

15 stereotaxique d'un adenovirus recombinant tel que defini ci-avant 

Les doses tfadenovirus recombinant deiectif utilisees pour l'injection peuvent 
etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d'adininistration utilise, de la pathologic concemee ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D*une maniere generate, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 

20 formulesetadministres sous forme de dc^ axnprises enlre 10 4 et 10 14 pfWmL et de 
preference 10° a 10 10 pfu/mL Le tenne pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux dW solution de virus, et est determine par infection d\ine culture 
<*Uulaire appropriee, puis mesure, generalpment apres 48 heures, du nombre de plages 
de cellules infectees. Les techniques de detenrunation du titre pfu d'une solution virak 

25 soot bien dn rairnpntfr eg dama la literature. 

Un autre objet de rinvention conceme toute cellule de mamrnifere infectee par 
un ou plusieurs adenovirus reccmbinants defectifs tels que decrits ci-dessus. Plus 
paru'culierement, rinvention conceme toute population de cellules Hiimam^ infectee 
par ces adenovirus, n peut s'agir en particulier de fibroblastes, myoblastes, 
30 hepatocytes, keratinocytes, cellules endotheliales, cellules Gliales, etc 

Les cellules selon rinvention peuvent etre issues de cultures primaires. Celles- 
ci peuvent etre pretevees par toute technique c onaue de rhomme du metier, puis nrises 
en culture dans des conditions permettant teur proliferation, Sagissant phts 
paroculierement de fibroblastes, ceux-ci peuvent etre aisement obtenus a partir de 
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biopsies, par exemple selon la technique decrite par Ham [Methods CelLBioL 21a 
(1980) 255]. Ces cellules peuvent etre utilisees directement pour Knfection par ks 
adenovirus, ou conservees, par exemple par congelation, pour l'etablissement de 
banques autologues, en vue dHine utilisation ullerieure. Les cellules selon l'invention 
peuvent egalement etre des cultures secondaires, obtenues par exemple a partir de 
banques preetablies. 

Les cellules en culture sont ensuite infectees par des adenovirus 
recombinants, pour leur conferer la capacite de produire de la superoxyde dismutase. 
L'inf ection est realisee in vitro selon des techniques commes de l*homme du metier. En 
paruculier, selon le type de cellules utilise et le nombre de copies de vims par cellule 
desire, rhomme du metier peut adapter la ntulnplicite d'inf ection. II est bien entendu 
que ces etapes doivent etre effectuees dans des conditions de sterilite appropriees 
lorsque les cellules sont destinees a une administration in vim Les doses d'adenovirus 
recombinant utilisees pour llnfection des cellules peuvent etre adaptees par rhomme 
du metier selon le but recherche, ^conditions decrites ci-avant pour ['administration 
in vivo peuvent etre appliquees a l'infection in vitro. 

Un autre objet de l'mvention concerne un implant comprenant des cellules 
mammifere infectees par un ou plusieurs adenovirus recombiiiants defectirs telles que 
decrites ci-dessus, etunematrice extracellulaire. Preferentiellement, les implants selon 
20 l'invention comprennent 1Q5 a 10^ cellules. Plus preferentiellement, fls en 
comprennent 10 6 a 10 8 . 

Plus particulierement, dans les implants de rinvemion, la matrice 
extraceflulaire comprend un compose gelifiant et eventuellement un support 
permettant rancrage des ^n^i^g 
25 Pour la preparation des implants selon l'mvention, differems types de 

geiifianispeuvem etre employee 

dans une matrice ayant la constitution cfun gel, et pour favoriser l'ancrage des cellules 
sur le support, le <^ echeant Differems agents d'adhesion cellulaire peuvent done etre 
utilises comme gelifiams, tels que notamment le coUagene, la gelatine, les 
30 glyoosanrinoglycans, la fibranectine, les lectines, ragarose etc 

Comme indique ci-avant, les compositions sekm l'mvention comprennent 
avantageusement un support permettant rancrage des cellules. Le terme ancrage 
designe tome forme d ftit B racrion biologique et/on enmrique et/ou physkpn* Pntratnarrt 
l'adhesion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs, les cellules peuvent 
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soit recouvrir le support utilise, soit penetrer a rinterieur de ce support, soft les deux. 
On prefere utiliser dans le cadre de l'invention un support solide, non toxique et/ou 
bio-compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de polytetrafluoroethylene 
(PTFE) ou un support d'origine biologique. 
5 Les implants selon l'invention peuvent etre implantes en differents sites de 

rorganisme. En particulier, l'implantation peut etre effectuee au niveau de la cavite 
peritoneale, dans le tissu sous-cutane (region sus-pubienne, fosses iliaques ou 
inguinales, etc), dans un organe, un muscle, une tumeur, le systeme nerveux central, 
ou encore sous une muqueuse. Les implants selon l'invention sont particulierement 

10 avantageux en ce sens qu'ils permettent de controler la liberation du produit 
therapeutique dans rorganisme : Celle-ci est tout d'abord determinee par la muitiplicite 
d'infection et par le nombre de cellules implantees. Ensuite, la liberation peut etre 
contrdlee soit par le retrait de l'implant, ce qui arrete de^nnxvement le traitement, soit 
par l'utilisation de systemes d'expression regulable, permettant d'indtrire ou de reprimer 

15 l'expression des genes therapeutiques. 

La presente invention fournit ainsi des vecteurs viraux irtflisahles directement 
en therapie genique, particulierement adaptes et efficaces pour dinger rexpression de 
la superoxyde dismutase in viva La presente invention offre ainsi une nouvelle 
approche particulierement avantageuse pour le traitement et/ou la prevention de 

20 nombreuses pathologies comme celles citees precedemmenL 

Les vecteurs adenoviraux selon l'invention presentent en outre des a vantages 
importants, lies notamment i leur tres haute efficacite d'infection des cellules doles, 
permettant de realiser des infections a partir de faibles volumes de suspension virale. 
De plus, l'infectionparles adenovirus de l'mvention est tres localisee au site d'injection, 

25 ce qui evite les risques de drffusion aux structures cerebrales voisines. Ce traitement 
peut co n ce rn e r aussi Ken rhomme que tout animal tel que ks ovins, les bovins, les 
murins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc) , les chevaux, les poissons, etc 

Les exemples et la figure sont presentes ci-apres i titre iUustratif et non 

30 Figure 1 : Activite enzymatique de la CuZnSOD humaine (hSOD-1) sur cellules 
NS20Y infectees par un adenovirus recombinant codant pour la hSOD-1 (0 i 500 
pfu/celhue). 


WO 96/00790 


PCT/FR9S/00854 


12 


Techniques renfr-al^ jfr fofolrwn.. m^tfufrf, 

Les methodes classiquement utilisees en biologie rnoleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN piasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophcrese sur gels d'agarose ou d'acryiamide, la 
5 purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chlorofonne, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanoi ou de Fisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de lhornme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et aL, "Molecular Ooning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory 
10 Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel RM. et aL (eds), "Current Protocols in' 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322. pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
15 par electrophorese en gels d'agarose ou d'acryiamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenoVchlooforme. precipites a l'ethanoi puis incubes en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
20 du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les lecomrnandations du 
f abncant La destruction des extremites 5< proerninentes est eff ectuee par un traitement 
menage par la ""^l ^ase SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par cligodeoxynucleotides synlhetiques peut 
etre effectuee selon la methode d^velc^ ^ Taylor et aL [Nu<^ Acids Res ^ 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue parAmersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dhe de PCR 
[P^ymerase-catalyzed Chain Reaction. Saiki RJC et aL, Science 22Q (1985) 1350- 
1354; Mullis KB. et Faloona RA., Mem. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Pedrin Elmer Cetus) selon les 

sparif?re»tions Hit fahrirgrtf 

La verification des sequences nudeotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et aL [Proc, NatL Acad. ScL USA, 24 (1977) 5463-5467] en 
utili sa nt le kit distribue par Amersham. 


25 
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Fxpmples 

Exemple 1 : Protocole de construction des vecteurs pLTRIX-hSODl, pLTRIX- 
hSODl Gly37,etpLTRIX-hSODlAsnl39 

Ces vecteurs contiennent les sequences codant pour la SOD1 rnirnaine type 
5 sauvage ou mutee sous controle du LTR du virus RSV, ainsi que des sequences de 
l'adenovirus permettant la recombinaison in vivo. 

Les ADNc codant pour les differenls types de SOD mis en oeuvre sont 
decrits dans Rosen et al., Nature, vol. 362. 52-62, et Deng et aL, Science, voL 261. 
1047-1051. 

10 Chaq»ft ADNc est insere dans un plasmide Bluescript (Stratagene) entre les 

sites PstI et HindTTT. Une sequence de polyadenylation provenant de SV40 a 
auparavant ete introduite dans le site Xhol du roeme plasmide. Ces plasmides ont pour 
nom SK-hSOD-PolyA, SK-hSODgiy-PolyA et SK-hSODasn-PolyA. 

Les vecteurs pLTRIX-hSODl, pLTRK-hSODlgly et pLTRK-hSODl sont 

15 obtenus en introduisant dans le site EcoRV du plasmide pLTRIX un insert obtenu par 
coupure de SK-hSOD-PolyA, SK-hSODgiy-PolyA et SK-hSODasn-PolyA par Kpnl et 
SacI (extremites Kpnl et Sad re nd ues franches). 

Exemple 2 : Construction d'adenovirus recombinants contenant une sequence 
codant pour la CuZn superoxyde cfismutase iirtracelhilaire humaine. 

20 Le vecteur pLTR DC-hSODl est linearise et cotransfecte avec un vecteur 

adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les 
fonctions codees par les regions El (E1A et E1B) d'adenovirus. 

Phis precisement, rad&novirus Ad-hSODl a ete obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad-dll324 Cl hinu u ap pa ya et aL, Cell 31 

25 (1982) 543) et le vecteur pLTR DC-hSODl, selon le protocole suivant : le plasmide 
pLTR K-hSODl et radenovirus Ad-dll324, linearise par renzyme ClaL ont ete co- 
transf ectes Hang la KgrA* 293 en presence de phosphate de raionim, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont ete 
selecuonnes par purification sur plaque. Apres isolement, TADN de radenovirus 

30 rscomb i n y^t 2 cte pn^pl iP^ rfffns 1& lifflH^fr ocUuIsub 293» ob cjm conduit it un suoofl^esnt 
dc culture conteflflxit Vsd^no^^ wf d£fGCtx£ rscotn^^^t non punfifi Eysxtt titrs 
lOlOpfuAnL 

Les psrticuLes vir&les soot ensuite purifiees psr centrifij ffflt*^** sur ^rsdient. 
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Exemple 3 : Controle de 1'expression in vitro de la hSOD-1. 

Pour ce faire, on utilise le protocole decrit par Beauchamp et Fridovitch, 1971, Arm- 
Biochem, VoL44, pp.276-278. 
5 Dans chaque cas, un extrait NP-40 est realise a partir de 500.000 cellules NS20Y 
(neuroblastomas de souris), charge sur gel d'acryl amide non denaturant, et une 
electrophorese est realisee pendant 3 hemes a 100 V. 

La superoxyde dismutase est localisee en trempant le gel dans une solution de 
nitrobleu de tetrazolium (NBT) et de riboflavine puis dans une solution de 

10 tetramethylethyleneriiamine (TEMED). Le gel est ensuite illumine, et devient ainsi 
uniformement bleu excepte aux positions contenant la superoxyde dismutase, (la 
riboflavine reduite en presence de TEMED genere des radicaux superoxyde apres 
reoxydation a 1'air. Les radicaux superoxyde produits vont reduire le NBT incolore en 
un compose bleu (formazan). La SOD, en neutralisant les radicaux superoxyde 

15 produits, inhibera la reaction coloree, et apparaitra comme un spot incolore). 
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REVENDICATTONS 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant au moins une sequence 
d'ADN codant pour tout ou une partie active cfune superoxyde dismutase ou Tun de 

5 ses derives. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNc. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 caracteiise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNg. 

10 4. Adenovirus selon la revendication 1, 2 ou 3 caracterise en ce que la 

sequence d'ADN code pour une superoxyde dismutase hiimnji F, 

5. Adenovirus selon l'une des revendications 1 a 4 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN code pour la CuZn superoxyde dismutase humane intracellulaire, 
SOD1 ou l'un de ses derives. 

15 6. Adenovirus selon l'une des revendication 1 a 3 caracterise en ce que la 

sequence d'ADN code pour un mutant dominant negatif dHine superoxyde dismutase 
humaine. 

7. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la wrpipnce 
d'ADN est une sequence antisens dont l'expression permet de controler 1'expression du 

20 gene codant pour la superoxyde dismutase. 

8. Adenovirus selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il s*agit d"un gene 
codant pour un ARN antisens capable de controler la traduction de l'ARNm de la 
superuxyde dismutase. 

9. Adenovirus selon lune des revendications 1 a 8 caracterise en ce que la 
25 sequence d'ADN est placee sous le controle de signaux permettant son expression 

dans les cellules cibles. 

10. Adenovirus selon la revendication 9 caracterise en ce que les signaux 
d'expression sont choisis parmi les promoteurs viraux, de prefereuce pamri les 
promoteurs E1A, MLP, CMV et LTR-RSV. 
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11. Adenovirus selon la revendication 10 comprenant une sequence d'ADNg 
codant pour la CuZn superoxyde dismutase intracelhilaire humaine sous le contrdle 
d'un promoteur LTR-RSV. 

12. Adenovirus selon la revendication 10 co mpr enant une sequence d'ADNc 
5 codant pour la CuZn superoxyde dismutase intracellulaire hurngfrv* sous le contrdle 

d'un promoteur LTR-RSV. 

13. Adenovirus selon l'une des revendications 1 a 12 caracterise en ce qu'il est 
depourvu des regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la 
cellule able. 

10 14. Adenovirus selon la revendication 13 caracterise en ce qu'il comprend les 

ITR et une sequence permettant l'encapsidation, et dans lequel le gene El et au moms 
un des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 

15. Adenovirus selon la revendication 13 ou 14 caracterise en ce qu'il sagit 
dHm adenovirus humain de type Ad 2 ou Ad 5 ou canin de typeCAV-2. 

15 16. Utilisation d'un adenovirus selon l'une des revendications 1 a 15 pour la 

preparation cfune composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la 
prevention des maladies neurodegeneratives. 

17. U tili s ation selon la revendication 16 pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention de la maladie 

20 de Parkinson, d' Alzheimer, de Huntington, de 1'ALS, de la trisomie 21. 

18. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
recombinants d^fectifs selon l'une des rwy anriir^r i^ n s 1 3 15, 

19. Composition ph a rm aceutique selon la revendication 18 caractensee en ce 
qu'elle contient en outre un adenovirus comportant un gene codant pour la catalase. 

25 20. Composition pharmaceutique selon l'une des revendications 18 a 19 

caractensee en ce qu'elle est sous forme injectable. 

21. ComposhiQn pharmaceutique selon rune des revendications 18 a 20 
caractensee en ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 
10^0 pfu/ml adenovirus recombinants ftffartifc 
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22. Cellule de rnammifere infectee par un ou pluaeuts adenovirus 
recombinants defectifs selon Vwae des revindications 1 a 15. 

23. Cellule selon la revendication 22 caracterisee en ce qu'fl s'agit d'une 
cellule hurnaine. 

5 24. Cellule selon la revendication 23 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 

cellule hurnaine de type retinienne, fibroblaste, myoblaste, hepatocyte, cellule 
endotheliale, cellule Gliales ou keratynocyte. 

25. Implant comprenant des cellules infectees selon les revendications 22 a 24 
et une matrice extracellulaire. 

10 26. Implant selon la revendication 25 caracterise en ce que la matrice 

extraceUulaire comprend un compose gelifiant choisi de preference parmi le collagene, 
la gelatine, les ghicctfauninoglycans, la fibronectineetleslectines. 

27. Implant selon les reve n dica t i on s 25 ou 26 caracterise en ce que la matrice 
extracellulaire comprend egalement un support permettant l'ancrage des cellules 

15 infectees. 

28. Implant selon la revendication 27 caracterise en ce que le support est 
constitu£ preferentiellement par des fibres de polytetrafluoroethyiene. 
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